Laboratorijas darbs 1

Nosaukums: Buferšķīdumi, pH un enzimatiskās reakcijas. 

Mērķis: sniegt priekšstatu par iekššūnas vidi, kurā notiek dzīvības procesi, par galvenajiem to raksturojošiem lielumiem:

· sāļu koncentrāciju,

· ūdeņraža jonu koncentrāciju (pH),

· par šo raksturlielumu ietekmi uz bioķīmisko reakciju norisi.

Dot iemaņas darbam ar 

· izplatītākajiem bioķīmijas laboratorijas instrumentiem:

·  cilindriskajām pipetēm un to sūkņiem,

·  mainama tilpuma automātiskajām pipetēm,

·  laboratorijas svariem,

·  stikla un polipropilēna mēģenēm;

· šķīdumu molaritātes aprēķiniem,

· molāru šķīdumu pagatavošanu,

· bufersistēmu pagatavošanu,

· vides reakcijas (pH) noteikšanu:

·  ar krāsu indikatorpapīrīšiem,

·  ar pH-metru;

· enzimātisko reakciju norises ātruma novērtēšanu.

Teorētiskais pamatojums.

Darba drošības noteikumi Eksperimentālo dzīvības zinātņu laboratorijā.

Neorganisko vielu šķīdumi ūdenī, to koncentrācijas izteiksmes veidi. 

pH jēdziens, 

vides pH ietekme uz dzīvības procesu norisēm, enzīmu aktivitāti. 

Buferšķīdumi.

Darba uzdevumi

Pagatavot noteiktas molaritātes hidrogēnfosfāta un dihidrogēnfosfāta šķīdumus.

Pagatavot fosfātu bufersistēmu ar noteiktu pH.

Iepazīties ar pH indikatorpapīrīšu un pH-metru pielietošanu.

Pārbaudīt bufersistēmas spējas saglabāt nemainīgu vides reakciju (pH).

Salīdzināt enzīmu aktivitāti fosfātu bufersistēmās ar atšķirīgu vides reakciju (pH).

Darba uzdevums patstāvīgajam darbam mājās

No laboratorijas eksperimentos iegūtajiem rezultātiem izdarīt secinājumus par vides pH mērījumiem, pH nozīmi bioķīmiskajās reakcijās un buferšķīdumu īpašībām.

Nepieciešamais aprīkojums un materiāli

Pipetes un cilindri, mērkolbas, vārglāzes, kolbas,piltuves.

Svari, pH metri, pH indikatorpapīrīši.

Dinātrijahidrogēnfosfāts un nātrijadihidrogēnfosfāts, reaģenti enzīmu aktivitātes noteikšanai.

Svaru apraksts, instrukcija darbam ar tiem.

Izmantojamo pH-metru apraksts, instrukcija darbam ar tiem.

Instrukcija darbam ar pH indikatorpapīrīšiem.

Laboratorijas darba gaitas apraksts.

Protokola veidlapa aprēķinu, novērojumu, rezultātu un secinājumu pierakstīšanai.

Laboratorijas darba secīgas izpildes gaitas apraksts 

· Īss pārskats par laboratorijas darbā nepieciešamajām teorētiskajām zināšanām:

· Darba drošības noteikumi Eksperimentālo dzīvības zinātņu laboratorijā,

Ķīmisko savienojumu bīstamība.

Ķīmisko savienojumu bīstamība var izpausties vairākos veidos, tie var būt:
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Stipri indīgi, kairinoši vai bīstami veselībai
Viegli uzliesmojoši
Sprāgstoši (eksplozīvi)
Korozīvi (piemēram, stipras skābes un sārmi)
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Spēcīgi oksidētāji
Bīstami videi
Bioloģiski bīstams
Indīgs (toksisks)

Spēcīgi oksidētāji - saskarē ar šiem savienojumiem var aizdegties lietas, kuras parstos apstākļos to tikviegli nedara

Bīstami videi - uzkrājoties vidē, tie var radīt nopietnas ekoloģiskas problēmas, piemēram, agrāk lietotais DTT, freons u.c.

Bioloģiski bīstami – šai grupai nepieskaita ķīmiski tīrus savienoumus. Ar šādu brīdinājumu apzīmē telpas, traukus un materiālus kuros atrodas vai ar lielu iespējamību var atrasties bīstamu slimību izraisītāji – patogēnas baktērijas un vīrusi. Arī organismi, kuru daba vēl īsti nav noskaidrota, piemēram, gēnu inženierijas eksperimentos pārveidoti organismi.

Ja savienojums bīstams kādā (kādos) no šiem veidiem, tam uz etiķetes uzdrukāta speciāla piktogramma, kas brīdina par šo bīstamību. 

Indīgums (toksiskums)

Visas vielas izņemot tīru ūdeni ir indīgas, atšķirīgi ir tikai daudzumi, pie kuru uzņemšanas viela sāk akūti vai hroniski un slēpti graut organismu.

Kā raksturo vielu indīgumu?

Tam tiek izmantoti vairāki raksturlielumi.

Maksimāli pieļaujamā koncentrācija laboratorijas gaisā (MPK). Šis rādītājs pieskaitams sanitārajām normām, un tas informē, kāda ir gāzveida savienojuma maksimāli pieļaujamā koncentrācija, lai šādā telpā vēl drīkstētu atrasties cilvēki bez speciālajiem aizsarglīdzekļiem (gāzmaskas un tamlīdzīgi) Izsaka kā konkrētās vielas miligrami vienā kubikmetrā gaisa (mg/m3).

Vidējā letālā deva (LD50 [organisms, iedarbes veids]). Raksturo cieta vai šķidra savienojuma daudzumu, kurš vienreizējas, akūtas iedarbības rezultātā sniedz 50% izredzes izdzīvot (t.i. izdzīvo katrs otrais)  Praksē visplašāk ieviesies tieši vidējās letālās devas rādītājs, jo vienas sugas robežās tomēr katrs īpatnis uz savienojumu reaģēs nedaudz savādāk. Tāpēc ir grūti norādīt maksimālo savienojuma devu, pēc kuras saņemšanas nobeigsies visi, vai izdzīvos visi. Tā, piemēram, ar cukura diabētu slimam cilvēkam, izdzerot krūzīti labi sacukurotas tējas vai kafijas, var rasties smagi veselības traucējumi, kamēr uz veselu cilvēku tas nekādu iespaidu neatstās. 

Maza bērna organismā savienojums dzīvībai bīstamo koncentrāciju sasniegs, ja uzņemts ievērojami mazāks savienojuma daudzums, nekā pieaugušajiem. Tāpēc LD50 vērtības tiek dotas miligramos uz „dzīvsvara“ kilogramu. Tas dod iespēju bīstamo vērtību aprēķināt katram individuāli, LD50 pareizinot ar ķermeņa masu.

LD50 vērtības vairumā gadījumu iegūtas eksperimentos ar dažādiem dzīvniekiem, tāpēc LD50 vērtību apraksa arī indeks ar dzīvnieka (organisma) nosaukumu, pēc kura šī vērtība iegūta.

Savienojuma LD50 vērtības atšķiras arī pēc iedarbības veida: nokļūstot gremošanas traktā (orāli), ieelpojot putekļus (inhalējot), nokļūstot uz ādas. Arī iedarbības veidu raksturo indekss pie LD50 vērtības. Dažu savienojumu LD50 vērtības dotas 1. tabulā.

Dažreiz mēdz lietot arī citas LD, pemēram, LD0 – maksimālā deva, kura nāvi vēl neizraisa, LD100 – mazākā deva, kura garantē 100% letālu iznākumu, LD25 u.t.t. Vienai no indīgākajām vielām – C. botulinum (baktērija, botulisma ierosinātāja) toksīnam A LD100[primātiem] ir: 10 – 13 ng/kg vai 0,00001 – 0,000013 mg/kg ieelpojot un 1 µg/kg vai 0,001 mg/kg orāli. Tātad ar 1g šī toksīna var noindēt vismaz pusmiljonu cilvēku.

Vidējā letālā koncentrācija gaisā (LK50 [organisms]). Raksturo gāzveida savienojuma daudzumu, kurš vienreizējas, akūtas iedarbības rezultātā sniedz 50% izredzes izdzīvot. Tiek izteikts kā miligrami uz kubikmetru gaisa (mg/m3). Iedarbības veids pamatā – ieelpojot caur plaušām. Tā kā plaušu elpošanas virsma ir proporcionāla organisma izmēriem, šeit ķermeņa masa individuālā devas aprēķināšanai nav jāņem vērā.

1. Tab. Dažu savienojumu LD50 vērtības.

Viela
Organisms
Iedarbības veids
mg/Kg

Kālija cianīds
žurka
orāli
5


cilvēks
orāli
2,9

Akrilamīds
žurka
orāli
124


žurka
uz ādas
400

NaH2PO4
žurka
orāli
8 290

Na2HPO4
žurka
orāli
17 000

NaOH
žurka
orāli
500

NaCl
žurka
orāli
3 000

Saharoze
žurka
orāli
29 700

Etanols
žurka
orāli
7 060

Lai izvairītos no pārpratumiem un netīkamiem starpgadījumiem, uz reaktīva fasējuma jābūt etiķetei, kas informē par tā saturu, labākajā gadījumā, arī par šī savienojuma bīstamību, tīrības pakāpi un uzglabāšanas apstākļiem.

Nedrīkst labot uzrakstus uz etiķetēm, uzlīmēt jaunas etiķetes, pirms vecās nav noņemtas, uz traukiem rakstīt ar nepiemērotiem rakstāmrīkiem, kuru uzraksti var viegli noiet.

Nedrīkst lietot reaktīvus bez uzrakstiem vai neskaidriem uzrakstiem, to saturu iepriekš kvalitatīvi un kvantitatīvi nepārbaudot.

Nedrīkst pieļaut reaktīvu piesārņošanu, piemēram: 

sajaucot korķus (ja korķis nav piestiprināts tilpumam, vienlaicīgi drīkst atvērt tikai vienu trauku);

ņemot reaktīvu ar netīru pipeti vai lāpstiņu. (bīstamākais - katalizatoru iekļūšana reaktīvos, piemēram, dzelzs sāļu vai oksīdu (rūsa), hroma, cinka sāļu iekļūšana koncentrētā ūdeņraža peroksīdā (H2O2) var radīt strauju tā sadalīšanos, pat eksploziju.

Lejot kodīgus savienojumus vai organiskos šķīdinātājus jāuzmanās, lai viela nenotek pāri uzrakstam vai etiķetei, tādejādi to sabojājot un padarot nesalasamu. Tādēļ lejot šķidrumus taruks jātur tā, lai uzraksts vai etiķete būtu pavērsti uz augšu.

Saindēšanās.

To rada vielu iekļūšana organismā toksiskās devās. Var būt:


akūta – strauja vielas izteikti toksiskas devas iekļūšana organismā;


hroniska – organisms ilgu laiku tiek eksponēts savienojumu devām, kuras pārsniedz sanitārās normas, bet nerada akūtas saindēšanās pazīmes, simptomi parasti ļoti neskaidri.

Saindēšanās var notikt, ja viela nokļūst gremošanas traktā. Lai tas nenotiktu: 

· Nedrīkst laboratorijas telpās uzglabāt un lietot pārtikas produktus, tos ievietot laboratorijas vai reģentu traukos.

· Nedrīkst laboratorijas halātā vai cimdos iet uz ēdnīcu vai kafejnīcu.

· Nedrīkst reaktīvus pārbaudīt pēc ožas, liekot trauku pie deguna, vai censties tos noteikt pēc garšas.

· Nedrīkst šķidrumus pipetē iesūkt ar muti.

· Pēc darba laboratorijā jānomazgā rokas.

Ja nu tomēr indīga viela nokļuvusi gremošanas traktā:

Pirmais slīdzeklis, kā no tās atbrīvoties – izraisīt vemšanu, iedzerot lielāku silta ūdens daudzumu, kuram pievienoti daži pilieni ožamā spirta.

Vemšanu nedrīkst izraisīt, ja saindēšanās notikusi ar kodīgām vielām (skābes, sārmi). Šādā gadījumā veicama kuņģa skalošana, ko veic mediķi. Indes iedarbību var mazināt arī ar dažādu medicīnisko sorbentu palīdzību, piemēram, aktīvo ogli.

Atsevišķos gadījumos var lietot pretindes, taču to izvēle ir stipri individuāla katram saindēšanās gadījumam. Pastāv uzskats, ka piens ir universāla pretinde, tomēr tas nevienmēr ir tā. Piemēram, ja saindēšanās notikusi ar fosforu, organiskajiem nitrosavienojumiem, hloroglekli, dihloretānu, piens stāvokli var tikai pasliktināt.

Ja gremošanas traktā nokļuvušas skābes vai sārmi, tos nedrīkst censties neitralizēt ar citiem ķīmiskajiem savienojumiem, it īpaši skābju gadījumā nedrīkst lietot karbonātus, jo strauja CO2 izdalīšanās var radīt papildus sarežģījumus.

Daudzas vielas labi uzsūcas caur ādu.

Tās ir anilīns, akrilamīds, benzols, dioksāns, dihloretāns, metanols, vielu šķīdumi dimetilsulfoksīdā (DMSO); arī vielu putekļveida pulveri, īpaši nokļūstot zem drēbēm ierīvējas ādā, šķīst sviedros un uzsūcas.

Rokas, uz kurām nokļuvušas vielas, nekavējoties jāskalo zem ūdens strūklas un jāmazgā ar ziepēm. Ja viela hidrofoba, to slauka ar dvieli vai vati. Mazgāšana ar organiskajiem šķīdinātājiem vairumā gadījumu nav vēlama.

Skābju vai sārmu gadījumā āda jāskalo ilgi ūdens strūklā (5 - 10 min.) lai izskalotu dziļākos audos nokļuvušo vielu, pēc tam skābju gadījumā liek 2% natrija karbonāta, vai sārmu gadījumā 2% etiķskābes kompreses.

Ja apģērba novilkšana draud vielu izplatīt daudz lielākā ķermeņa platībā, apģērbu sagriež ar šķērēm, lai novērstu vielas zsmērēšanos.

Ja reaktīvs izšķīdinājis sintētisku apģērbu (piemēram, koncentrēta sērskābe) un tas pielipis ādai, to tīra ar kokvilnas audumu, marli.

Ja kodīgas vielas iekļuvušas acīs:

Acis no skābes skalo ar ūdeni, tad 2% natrija bikarbonātu, asas sāpes mazina iepilinot dažus pilienus 1% novokaīna. 

Sārms bīstamāks, skalošanu ar ūdeni veic 5-10 min., tad 30 - 60 min. ar fizioloģisko šķīdumu, 1% askorbīnskābi.

Lai izvairītos: 

Jāieto kokvilnas auduma laboratorijas halāti, slēgti apavi, laboratorijas cimdi.

Darbs ar viegli putošiem vai iztvaikojošiem savienojumiem veicams velkmes skapī.

Strādājot ar kodīgām, putošām vielām, infekciozu materiālu, lietojamas aizsargbrilles.

Bīstamas vielas uzglabāt un lietot no neliela tilpuma traukiem.

Uzmanīgi jāapietas ar viegli iztvaikojošam vielām (vairums organisko šķīdinātāju). Vielass uzglabājamas skapjos ventilējamos skapjos, ar šādām vielām jāstrādā velkmes skapī.

· molārā šķīdumu koncentrācija, tās aprēķināšana,

Vienmolārs (1M) vielas šķīdums ir šķīdums, kur 1 litrā šķīduma atrodas 1 mols vielas. 

Mols ir nosacīta vielas daudzuma (molekulu skaita) mērvienība. 1 molā atrodas 6,022(1023 vielas molekulas (Avogadro skaitlis). Tā kā vielu molekulas ir pārāk mazas, lai tās saskatītu un saskaitītu, nākas izlīdzēties ar vielas viena mola masu (Mw), kuru var aprēķināt pēc vielas ķīmiskās formulas un elementu periodiskās sistēmas, tālākiem aprēķiniem un vielu svēršanu.

1. Piemēram, ja mums jāpagatavo 50 ml 0,75 M NaCl šķīduma, rikosimies šādi:

2. Aprēķinam NaCl mola masu

MNaCl = 23,0 + 35,5 = 58,5 (g/mol)

Tik liela NaCl masa būtu jānosver, lai pagatavotu 1 litru 1 molāra šķīduma.

Mūsu gadījumā jāpagatavo mazāks tilpums šķīduma ar mazāku koncentrāciju, tādēļ jāveic tālāki aprēķini.

3. Izmatosim formulu 
m = M ( n ( V
,
kur

m – nepieciešamā vielas masa (g),

M – aprēķinātā vielas mola masa (g/mol),

n – nepieciešamais molu skaits šķīdumā,

V – nepieciešamais šķīduma tilpums (l).


!!! Atcerēsimies, ka molāra šķīduma definīcijā moli tiek attiecināti uz 1 litru šķīduma, tādēļ veicot aprēķinus ar minētās formulas palīdzību jebkuras citas tilpuma izteiksmes formas (mērvienības) pirms skaitlisko vērtību ievietošanas formulā jāpārveido uz litriem!!!




50 ml = 0,05 l


m = M ( n ( V = 58,5 ( 0,75 ( 0,05 = 2,19 (g)

Tātad, lai pagatavotu 50 ml 0,75 M NaCl šķīduma, jānosver ~ 2,2 g NaCl; šķīduma kopējam tilpumam jābūt 50 ml!

Vielām šķīstot šķīdinātājā nereti kopējais tilpums būtiski mainās, tādēļ, gatavojot molārus šķīdumus, vielu vispirms izšķīdina mazākā šķīdinātāja tilpumā (teiksim, aptuveni 2/3 vai 3/4 nepieciešamā kopējā tilpuma, un, kad viela pilnībā izšķīdusi, pievieno šķīdinātāju, līdz nepieciešamajam tilpumam. Tam izmanto atbilstošā tilpuma mērkolbas.

· pH jēdziens, pH nozīme dzīvības procesos,

ūdens disociācija 2 H2O ( H3O++OH-  

hidroksonija jons
tā koncentrācija tīrā ūdenī 1,004*10-7 mol/l

Tas ir neitrāls šķīdums

H3O++OH- jonu koncentrācijas saistītas, tāpēc uzrāda tikai vienu - H3O+ (H+) koncentrāciju.

pH = - lg[H+]

Bioloģisko šķīdumu pH parasti ir robežās pH 6 – pH 8

Lietus ūdenim normāli pH 5 - 6, jo tajā šķīst CO2 un veidojas vāja skābe – ogļskābe.

· pH noteikšanas metodes,

· darbs ar laboratorijas svariem,

· darbs ar pH indikatorpapīrīšiem un pH-metru,

· buferšķīdumi, bufersistēmas.

Buferšķīdums

šķīdums, kuram ir noteikts pH, kas praktiski nemainās to atšķaidot vai pieliekot nedaudz skābes vai sārma šķīduma.

Parasti bufersistēmu veido vāja skābe vai vājšs sārms un atbilstošā sāls.

Piemēram:

 
CH3COOH   /   CH3COONa


NH4OH   /   NH4Cl

Raksturo pH un buferkapacitāte

Veikt nepieciešamos aprēķinus un pagatavot noteiktas koncentrācijas dinātrija hidrogēnfosfāta un nātrija dihidrogēnfosfāta šķīdumus.

  Pagatavot 100 ml 0,2 M Na2HPO4 un 100 ml 0,2 M NaH2PO4 šķīdumus.


- aprēķināt nepieciešamo vielas daudzumu, ja tiek izmantoti sāļi 

Na2HPO4*12H2O 



un NaH2PO4*2H2O.

- nosvērt vajadzīgo vielas daudzumu, iebērt vārglāzē un ar magnetiskā maisītāja  palīdzību izšķīdināt aptuveni 60 - 70 ml destilēta ūdens. 

- šķīdumu pārliet 100 ml mērkolbā un uzpildīt ūdeni līdz mērkolbas atzīmei tā, lai šķīduma staba meniska apakšējā mala sakristu ar to. 

- pagatavoto šķīdumu izfiltrēt caur kroku filtru.

Kombinējot abus pagatavotos šķīdumus iegūt 0,1 M bufersistēmu ar noteiktu vides pH vērtību.

- mērcilindrā apvieno pagatavotos 0,2 M Na2HPO4 un 0,2 M NaH2PO4 šķīdumus, kā norādīrts 1. tabulā.

- izmantojot mērcilindru, bufera tilpumu uzpildīt līdz 50 ml, pielejot destilētu ūdeni.

- pirms pH mērīšanas maisījumu no cilindra pārlej vārglāzītēs, lai ar to būtu ērtāk darboties.

- vienā vārglāzītē ielej 50 ml destilēta ūdens, lai veiktu tādus pašus mērījumus, kā ar buferšķīdumiem (atbilstoši 1. tabulai).

1. tabula.

pH

teorēt.
0,2 M Na2HPO4 tilpums ml
0,2 M NaH2PO4 tilpums ml
pH pēc pH papīrīša
pH mērījumi ar pH-metru.
pH pēc 100 (l 1M NaOH pielikšanas

6,0
3,0
22




6,6
9,5
15,5




7,0
15,0
10




7,6
22,0
3,0




8,0
23,5
1,5




H2O
0,0
0,0




PH mērījumi.

- noteikt pH pagatavotajiem buferšķīdumiem un destilētajam ūdenim izmantojot universālos pH indikatorpapīrīšus.

- iegūtos rezultātus ierakstīt 1. tabulā, stabiņā “pH pēc pH papīrīša”.

- noteikt pH pagatavotajiem buferšķīdumiem un destilētajam ūdenim izmantojot pH-metru.

- iegūtos rezultātus ierakstīt 1. tabulā, stabiņā “pH mērījumi ar pH-metru”.

Salīdzināt enzīma – mārrutku peroksidāzes aktivitāti fosfātu bufersistēmās ar dažādu vides reakciju (pH).


Eksperimentā tiek izmantota krāsu reakcija, kura pierāda peroksidāzi.

Peroksidāze ir enzīms, kurš katalizē ūdeņraža peroksīda noārdīšanu, veidojot ūdeni un atomāro skābekli.





    peroksidāze


H2O2 


H2O + O

Reakcijā izdalītais atomārais skābeklis tiek pierādīts ar tetra-metil-benzidīna palīdzību. Šis savienojums ie bezkrāsains, taču ar atomārā skābekļa palīdzību viegli oksidējas un veido savienojumus ar zilu nokrāsu.

Atomārā skābekļa izdalīšanās ātrums un tetra-metil-benzidīna oksidēšanās (zilā krāsojuma veidošanās) ātrums ir proporcionāls peroksidāzes aktivitātei. Pēc enzīma pievienošanas reakcijas maisījumam uzņemam laiku – 1 minūti. Jo pēc minūtes intensīvāks reakcijas maisījuma krāsojums, jo enzīma katalītiskā aktivitāte ir lielāka.

· 7 ml tilpuma stikla mēģenē iepilda 1 ml pagatavotā bufera (attiecīgo pH vērtību uzraksta uz mēģenes) – tā ir reakcijas vide ar attiecīgo pH. 

· Labaratorijas pulkstenim uzstāda laiku – 1 minūte.

· Mēģenē iepildītajam buferim pievieno:



10 µl 100 mM H2O2 (enzīma substrāts),



20 µl 0,5% tetra metil benzidīna (TMB – atomārā skābekļa krāsu

indikators),



10 µl mārrutku saknes ekstrakta, kurš satur peroksidāzi

(0,2g saberztas mārrutku saknes uz 10 ml fosfāta bufera pH 7,0).
· Nospiež pulksteņa starta pogu un mēģini samaisa ar “vortex” maisītāja palīdzību.

· Pēc minūtes šķīduma krāsu salīdzina ar krāsojuma intensitātes standartu rindu.

· Rezultātu ieraksta 2. tabulā atbilstoši reakcijā izmantotajai pH vērtībai.

2. tabula. 

pH
6,0
6,6
7,0
7,6
8,0

Peroksidāzes aktivitātes vērtējums






Salīdzināt iegūtās bufersistēmas un destilēta ūdens reakciju (pH izmaiņas) uz neliela sārma daudzuma pievienošanu (Pagatavotā buferšķīduma buferējošo īpašību pārbaude).

· Pagatavotajam buferšķīdumam (arī destilētajam ūdenim) vārglāzē pievieno 100 (l 1M NaOH šķīduma un labi samaisa ar stikla spieķīti.

· Visās vārglāzītēs ar universālā indikatorpapīrīša palīdzīb nosaka pH vērtību un ieraksta 1. Tabulas stabiņā “pH pēc 100 (l 1M NaOH pielikšanas”.

· Salīdzina buferšķīdumu un ūdens vides reakciju uz sārma pevienošanu.

No laboratorijas eksperimentos iegūtajiem rezultātiem izdarīt secinājumus par vides pH mērījumiem, pH nozīmi bioķīmiskajās reakcijās un buferšķīdumu īpašībām.

Lai atvieglotu secinājumu izdarīšanu, tālāk tiek doti vairāki jautājumi. Atvildes uz šiem jautājumiem veidos secinājumus par laboratorijā veiktajiem eksperimentiem.

Secinājumi

1. Buferšķīdumu pagatavošana un vides pH.


- Kādā pH diapazonā iegūstamas bufersistēmas, lietojot Na2HPO4 un NaH2PO4 ? 

- Kāda sakarība starp izmantoto izejas šķīdumu tilpumu attiecību un iegūto vides pH ? (kurš savienojums ņemts pārākumā, ja vides reakcija skāba, un kurš savienojums ņemts pārākumā, ja vides reakcija sārmaina).

- Izskaidrojiet iepriekšējā atbildē minēto sakarību!

2. pH noteikšanas metodes. Salīdziniet indikator-papīrīša un pH-metra izmantošanu vides pH noteikšanai!

- Kādas priekšrocības katrai no metodēm?

- Kādi trūkumi katrai no metodēm?

- Kādos gadījumos priekšroka dodama pH mērījumiem ar indikatorpapīrīšiem?

- Kādos gadījumos priekšroka dodama pH mērījumiem ar pH-metru?

3. Mārutku peroksidāzes aktivitātes saistība ar vides reakciju (pH).

- 2. tabulas rezultātus attēlojiet nelielā grafikā (X ass – pH; Y ass – aktivitātes vērtējums 1 – 10)!

- Kāda vides reakcija nepieciešama optimālai mārrutku peroksidāzes darbībai?

- Pie kādas pH vērtības novērots enzīma aktivitātes maksimums?

4. Izdariet secinājumus par novērotajām buferšķīduma īpašībām!

- Kādas atšķirības starp bufersistēmas un ūdens reakciju uz sārma pievienošanu?

Uzdevums tehniskajam asistentam:

· Sagatavot darbam nepieciešamo iekārtu, trauku, materiālu un reaģentu komplektus.

· Pārliecināties, ka laboratorijas darbam nepieciešamās iekārtas, reaģenti un trauku komplekti funkcionē pareizi. 

· Novērst atklātos defektus un nepilnības.

